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　ヒトに薬物を投与した場合，薬物は主に肝臓中の薬物代
謝酵素シトクロームP450（CYP）によって代謝される1）．
このことから，CYPの活性は薬物の作用の強さを決定す
る重要な要因の一つとされている．
　通常，薬物の多くは複数のCYP分子種によって代謝さ
れているが，中には特定の分子種でのみ代謝される薬物も
ある．メフェニトインやプログアニルなどはCYP2C19分
子種により特異的に代謝される1）．CYP2C19を遺伝的に
欠損しているヒトは，・メフェニトインやプログアニルが投
与された場合，薬物が正常に代謝されないために，常用量
の投与でも高い濃度が維持されて副作用を起こす2）．また，
日本人はCYP2C19遺伝的欠損者の出現頻度の最も高いグ
ループに属していて，5人に1人，．CYP2C19の活性異常
が認められる3－7）．CYP2C19は，日本人にとって，最も
臨床的影響が懸念されるCYP分子種と考えられる．
　著者らは，CYPの遺伝子欠損が遺伝子診断により薬剤
投与前に明らかにされていれば使用薬剤の設定が可能とな
り，有効な薬物療法の実現や副作用発症リスクの予測が可
能になると考えている．そこで，PCR法を用いて増幅し
たCYP遺伝子の塩基配列を比較解析して，遺伝子欠損を
明らかにすることを試みている．今回，CYPの遺伝子診
断の一環から，日本人の2家系についてCYP2C19の遺伝
的多型解析を行ったので報告する．
方 法
　genomic　DNAは，保存末梢血の全血200μLより
QIAamp　Blood　Kit（Qiagen社製）を用いて定法に従っ
て抽出精製した．精製したDNAは，　CYP2C19遺伝子領
域の増幅に使用した．
2．CYP2C19遺伝子の増幅
　Moraisらの多型解析法に従いCYP2C19遺伝子の
Exon　4及びIntron　4／Exon　5領域をPCRにて増幅した8・9）．
PCRには，ニッポンジーン社製のGene　Taqを使用した．
DNA増幅のための各種プライマー（Table　1）は北海道
システムサイエンス社により合成・精製されたものを使用
した．また，PCR反応液は，10×ユニバーサル緩衝液5
μL，genomic　DNA溶液（0．025μg／μL）1μL，　dNTPs
（2nM）4μL，　Forwardプライマー（20　pmol／μL）0．5
μL，Reverseプライマー（20　pmo1／μL）0．5μL　Gene
Taq（250　U／μL）0．25μLをPCR反応用チュ7ブにとり，
滅菌蒸留水38．75μLを加えて50μしとした．PCR反応
は，94℃で5分間処理した後，94℃／1分間，53℃／30秒
間，72℃／30秒間のサイクルを35サイクル，最後に72℃／
10分間の条件で行った．
丁able　l　Primers　to　Amplify　Regions　of　Exqn　4　and
　　　　lntron　4／exon　5　Junction　in　Cytochrome　P450
　　　　2C19（CYP2C19）Gene
1．試料
　A家系3世代7名とB家系2世代3名，合計10名の被
験者からgenomic　DNA調製のための末梢血を採取した．
約10mしの末梢血を0．5mM　Na2－EDTA　O．5mLを入れ
た採血用チューブに採取して，良く混合した後，一30℃で
保存した．
1）CYP2C19－exon　4　primer
　P－F1：5仁GTGTTTTATATCTAATGTTTACTC－3’
　P－R1：5’一ACTTCAGGGCTTGGTCAATA－3！
2）CYP2C19－intron　4／exon　5　junction　primer
　P－F2＝5’一AATTACAACCAGAGCTTGGC－3／
　P－R2：5’一TATCACTTTCCATAAAAGCAAG－3〆
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3．DNA塩基配列の決定
最初に，PCR反応液を2％アガロースゲル電気泳動に
供した後，目的とするDNA断片を含んでいるゲルを切り
出してEasy　Trap　Ver．2（宝酒造社製）を用いて定法に従
いDNA断片を精製した．
DNAの塩基配列の決定には，　Big　DyeTerminator
Cycle　Sequencing　Kit（Applied　Biosystems社製）と
Table　1のプライマーを用いた．反応液は，滅菌蒸留水14
μL，DNA溶液（100　ng／μL）1μL，プライマー（1
pmol／μL）3μL，　Big　Dye　Mixture　4μLを加え全量を
20μしとした．サイクルシーケンシング反応は，95℃／15
秒間，50℃／5秒問，60℃／4分間のサイクルを25サイク
ルとする条件で行った．反応液をエタノール処理し，乾燥
させた後，残渣を25mM　EDTA・Blue　dextran（50　mg／．
mL）を含んでいるホルムアルデヒド5μ．しに溶解した．
この溶液を92℃で2分間加熱処理して，2μLを塩基配列
の決定に用いた．DNAの塩基配列は，　ABI－PRISM377
DNAシーケンサ（Applied　Biosystems社製）により決
定し，GeneWorks　Ver．2．5．1（帝人社製）を用いて解析
した．
結果及び考察
A家系の被験者7名について，CYP2C19のExon　4領
域をPCRにて増幅し，塩基配列を決定した．正常な酵素
活性を持つCYP2C19のExon　4の塩基配列と被験者のぞ
れらを比較したところ9），A－1，　A－2，　A－3，　A－4，　A－5，
A－7の塩基配列には，変異が認められなかった（Fig．1）．
しかし，A－6のDNAには，　Fig．1に示した塩基配列の矢
印の位置193番目のグアニン（G）がアデニン（A）に塩
基置換したヘテロ型の変異が認められた（Fig．1A）．次に，
被験者7名のIntron　4／Exon　5領域の増幅DNAの塩基配
列について比較解析を行った．Fig，1Bに示した塩基配列
A
CYP2C19－4E
A一コ．
A－2
A－3
A－4
A－5
A－6．
A－7
TGTTTACTCATGTTTACTCATGTTTACTCA
工GTTTACTCATGTTTACTCA
TGTTTACT．CATGTTTACTCATGTTTACTCA
TATTTTAAAATATTTTAAAATATTTTAAAA
工ATTTTAAAATATTTTAAAAATTTTAAAATATTTTAAAA
TATTTTAAA八
TTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAATTGTTTCCAA
TCA工TTAGCTTCAT工TAGCTTCATTTAGCT
TCA工工工AGCTTCATTTAGCT
TCAT工TAGCTTCATTTAGCTTCATTTAGCT
TCACCCTG工G　ATCCCACTT工工CACCCTGTG　ATCCCACTTT
TCACCCTGTG　ATCCCAC工TTTCACCCT：GTG　ATCCCACTTTTCACCCT：GTG　ATCCCACTTTTCACCCTGTG　ATCCCACT工TTCACCCTGTG　ATCCCACTTTTCACCCTG工G　ATCCCACTTT
AT C GGGCCATCCTGGGCCATCCTGGGCCATC GGGCCATC GGGCCATC GGGCCAT CTGGGCCATCCTGGGC
TGTGCTCCCTT TGCTCCCTT TGCTCCCTTGCTCCCTTGCTCCCT
工GT TCCCTGCTCCCT
TG工 TCC．CT
GCAATGTGA工G AATGTGAT
GCAATG工GATG AATGTGAT
GCAA工G工GATG AATGT．GATG AATGTGAT
GCA八工6TGAT
Exon　4
CYP2C19－4EArl
Ar　2
A－3
A－4
A－5
A－6
A－7
CTGC工CCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATTCTGCTCCATT
AT T工CCAGA　AACGTTTCGAAT TCCAGA　AACGTTTCGAATTTTCCAGA　AACGT工TCGAATTTTCCAGA　AACGTTTCGAAT TCCAGA　AACGTTTCGAAT工 CCAGA　AACGT工工．CGAAT TCCAGA　AACGTTTCGAAT TCCAGA　AACGTTTCGA
TTATAAAGATTTATAAAGATTTATAAAGAT
TTATAAAGA工TTATAAAGAT
TTATAA GA工T工ATAAAGATT．TA AAAGAT
CAGCAATT．TC
CA （汎八TTTCCAGCAATTTC
CA CAAT工TCCAGCAATTTC
CAGCAA工TTCCA ¢AATTTCCAGCAATTTC
TAACTT．GAT
TAACT工GATAACTTGATTAACTTGATTTAACTTGATT AACTTGAT
AAC工工GATTTAACTTGAT
G〔罵ATTGGGAAAAAT工GG AAAAAT工GG AAAATTGG AAAATTGG AAAATTGGAAAAATTG
G AAAAA工TG
AATGAAAACA
八T AAAACAAT AAAACA
AA工GAAAACAAATGAAAACAAATGAAAACAAATGAAAACAA GAAAACA
TCAGGAT工GTTCAGGATTGTTCAGGATTGTTCAGGATTGTTCAGGATTGTTCAGGATTGTTCAGGATTGTTCAGGATTGT
一一CYP2C19－4EA一ユA－2A－3
A－4
A－5．
A－6
A－7
AAGCACCCCC
AAGCACC．CCCAAGCACCCCCAAGCACCCCCAAGCACCCCCAAGCACCCCCAAGCACCCCC
AAGCACCC．CC
TGGATCCAGGTGGATCCAGGTGGATCCAGGTGGATCCAGGTGGATCCAGGTGGATCCAGGTGRATCCAGGTGGATCCAGG
TAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAGTAAGGCCAAG
TTTTTTGCTT
TTTTTTGC工TTTTTTTGCTT
TTT工TTGCTTTTT工TTGCTTTTTTT工GCTTTT工TT工GCTTTT工TTTGCTT
C GAGAAACCCTGAGAAACC GAGAAAC
CC工GAGAAACCCTGAGAAACCCTGAGAAAC
．CTGAGAAACCCTGAGAAAC
C CTTACAGTG CTTACAGTC CTTACAGTCACTTACAGTC CTTACAGT
CAC工TACAGTC CTTACAGT
CAC工TACAGT
TTT T工工CTTT TTTTCT
TTTTT工TCTTT TTTTCTTT TTTTCT
CTT 工工TTCTTT TTTTCTTTTTTTTCT
GGGAAATCCA　AAATTCTATAGGGAAATCCA　AAATTC工A工A
GGGAAATCCA　AAATTCTATAGGGAAATCCA　AAATTCTATAGGGAAATC¢A　AAATTC工ATAGGGAAATCCA　AAATTCTATAGGGAAATCCA　AAATTCTATAGGGAAATCCA　AAATTCTATA
B
CYP2C19一工4／E5
A－1
A－2．
A－3
A－4
A－5
A－6．
A－7
TAATTACAAC
TAA工工ACAACTAATTACAACTAATTACAACTAATTACAACTAATTACAACTAATTACAAC
TAATTACAAC．
GAGCTTGG
C GAGC工TGGGAGCTTGGGAGCTTGGGAGCTTGGGAGCTTGG
GAGC工TGGC GAGCTTGG
CATATTGTAT
CA工ATTGTATCATATTGTAT
CATATTG工ATCA工ATTGTATCA工ATTGTATCATATTGTATCATATTGTAT
C ACCTTTCTATACCTTTC ACCTTT
C工ATACCTTTCTATACCTTTCTATACCTTTC ACCTTT
C工ATACCTTT
A AAATGCTA AAATGCTA AAATGCTATTAAATGCT
A工TAAATGCTATTAAA工GCTA ㎜工GCTATTAAATGCT
TTTAATTTAA
工丁工AATTTAATTTAATTTAA
T工工AATTTAA工工AATTTAATTTAAT工TAATTTAATTTAA
TTTAAT工工AA
TAAATTATTG
TAAA工工AT工GTAAATTATTG
ハ ATTATTGA工工ATTGTA ATTATTGTAAATTATTGT ATTATTG
TTTTCTCTTA
T工TCTCTTATTTTCTCTTAT TCTCTTA
工TTCTCTTATTTTCTCT工AT工 CTCT工A工T CTCT工A
一GATATGCAATGA TGCAATGATATGCAATGATATGCAAT
GA 工GCAATGAT 工GCAATGA工ATGCAATGATATGCAA工
Exon　5
CYP2C19－14／E5
A－1
A－2
A－3
A－4
A－5
A一．6
A－7
AATTTTCCGAAATTTTCCCAAATTTTCCCAAATTTTCCCA
A八TTTT．CCCAAATTTTCCCA
A八工工TTCCCAAATTTTCCCA
CTATCA工工GACTATCATTGACTATCATTGACTATCATTGAT TCATTGA
CTATCATTGA．TATCATTGACTATCATTGA
TT TTTCCCGTTATTTCCCATTATTTCCCATTATTTCCCATTATTTCCCA
TT TT工CCCATTATTTCCCRTTATTTCCCA
GGAACCCATA　ACAAATTACTGGAACCCATA　ACAAATTACTGGAACCCATA　ACAAATTACTGGA八CCCATA　ACAAATTACTGGAACCCATA　ACAAATTACTGGA CCCA工A　ACAAATTACTGGAACCCATA　ACAAATTACTGGAACCCA工A　ACAAATTACT
T AAC TT AAC TT AAC TT AAAA CTTT AAC TT AAAA CTTT AAC TT AAAA CTT
G TTATGG
G TTTA工GGG TTATGGG TTATGGG TTATGG
G TTTTA工GGG TTATGGG TTATGG
AAAGAAGAAAGAAAGAAAGAA
AA八AAAG
Fig．1　Nucleotide　Sequences　of　Exon　4（A）and　lntron　4／exon　5　Junction（B）in　Cytochrome　P4502C19
　　　　　　　（CYP2C19）Gene　on　7　Subjects　of　Family　A
Arrow　shows　the　position　of　base－substitution　in　nucleotide　sequences　of　CYP2C19　DNA．　R　code　represents　G　or　A　code．
Symbol（▽）is　original　splicing　site　of　intron　4／exon　5　junction　in　CYP2C19　DNA．
ワ
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　A
CYP2．C19－4E
B－1
B－2
B－3
TGTTTACTCA　TATTTTAAAA　TTGT工TCCAA　TCATTTAGCTTGTTTACTCA　TATTTTAAAA　TTGTTTCCAA　TCATTTAGCTTGTTTACTCA　TATTTTAAAA　TTGTTTCCAA　TCATTTAGCTTG工TTAC工CA工AT工TTAAAA　TTGTTTCCAA　TCATTTAGCT
TCA CTG G　A CCCACTTTTCAC TGTG　 CCCA TTTCAC TGTG　 CCCA TTTCACCCTGTG　A CC AC．s T
CAT GGGC　TGTGCTCCCT　GCAATGT．GATCA CTGGGC　TGTGCTCCCT　GCAATGTGATCAT CTGGG．C　TGTGCTCCCT　GCAATGTGAT
A二『 CTGGGC　TGTGCTC．CC工　GCAATGTGAT
Exon　4
C宴P2．b19－4E
B－1
B－2
臼一3
CTGCTCCATT　ATTTTCCAGA　AACGTTTCGA　TTATAAAGAT　CAGCAATTTC　TTAACTTGAT　GGAAAAATTG　AATGAAAACA　TCAGGATTGT，CTGCTC．CATT　ATTTT．CCAGA　AACGTTTCGA　TTATAAAGAT　CAGCAATTTC　TTAACTTGAT　GGAAAAAT　TG　AATGAAAACA　TCAGGA工TGTCTGCTCCATT　ATTTTCCAGA　AACGTTTCGA　TTATAAAGAT．CAGCAATT工C　TTAACTTGAT　GGハハAAAT　TG　A八工GAAAACA　TCAGGATTGTCTGCTCCATT　ATTTTCCAqA　AAC．GTTTCGA　TTATAAAGAT　CAGCAATTTC　T工AAC工工GAT　GGAAAAAT工G　AATGAAAACA　TCAGGA工TGT
一一CエP2Cユ9一唾E．B－1B－2B－3 AAGCACCCCC　TGGATCCAGG　TAAGGCCAAG　工TTTTTGCTTAAGCACCCCC　T（｝只ATCCAGG　TAAGGCCAAG工工TTT．TGCTTAAGCACCCCC　TGRA工CCAGG　TAAGGCCAAG　TTTTTTGCTTAAGCACCCCC　TGAATCCAGG　TAAGGCCAAG　TTTTTTGC．TTCCTG八GAAAC　CACTTACAGTCCTGAGAAAC　CACTTACA．GTCCTG八GAAAC．CACTTACAGTCCTG AAAC　CACTTACAGTC TT TTCT　GGGAAATCCA　AAATTCTATATTTTTCT　GGGAAATCCA　AAATTCTATAC 工工TTCT．GGGAAATCCA　AAATTCTATAC工 T工 TTC 　GGGAAATC．CA　AAATTCTATA
　B
CYP2C19一工4／E5
B－1
B－2
B－3
TAATTACAAC　CAGAGCTTGG　CATATTGTATTAATTACAAC　CAGAGCTTGG　CATATTGTATTAATTACAAC　CAGAGCTTGG　CATATTGTATTAATTACAAC．CAGAGCTTGG　CATATTGTAT
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　一
CTATACCTTT　ATTAAATGCT　TTTAATTTAA　TAAATTATTG　TTT工CTCTTA　GATATGCAATCTATACCT 工A TAAAT㏄T　TTTAATTTAA　TAAATTATTG　TTTTCTCTTA　GATATGCAATCTATACCTT 　A TAAATGCT　TTTAATTTAA　TAAATTATTG　TTT工CTCTTA　GA工ATG．CAATCTATACCTTT　ATTAAATGCT　TTTAATTTAA　TAAATTATTG　TTTTCTCTTA　GATATG．CAAT
Exon　5
CYP2C1．9．一工4／E5
B－1
B－2
B－3
AATTTTCCCA　CTATCAT工GA　T工ATTTCCCG．GGAAC．CCATA　ACAAATTACT　TAAAAACCTTAATTTTCCCA　CTATCA工TGA　TTATTTCCCG　GGAACCCATA　ACAAATTACT　TAAAAACCTT
AATTTTCCCA　CTATCATTGA　T工ATTTCCCG　GGAACCCATA　ACAAATTACT　TAAAAACCTTAATTTTCCCA　CTATCATTGA　TTATTTCCCG　GGAAC．CCATA　ACAAATTACT　TAAAAACCTT
G T工TT 工．GG　 AG
G TT TATGG　 AAGG TT TATGG　 AAGGCTTT TGG　 AAG
Fig．2　Nucleotide　Sequences　of　Exon　4（A）and　lntron　4／exon　5　Junction（B）in　Cytochrome　P4502C19
　　　　　（CYP2C19）Gene　on　3　Subjects　of　Family　B
ArrQw　shQws　the　position　of　base－substitution　in　nucleotide　sequences　of　CYP2C19　DNA．
Symbo1（▽）iS　original　splicing　site　of　intron　4／exon　5　junction　in　CYP2C19　DNA．
R ode　represents　G　or　A　code．
　から，被験者7名にはIntron　4／Exon　5　DNAの矢印の位
　置．120番目のGがAに置き換わっている変異が認められ
　た8）．A－1，　A－2，　A－3．，　A－4，　A－5，　A－7はホモ型変異，
　A－6はヘテロ型変異であった．
　　　一方，B家系の被験者3名のCYP2C19のExon　4領域
　について，塩基配列の比較解析を行ったところ9），B－1と
　B－2がA家系と同位置の塩基にA→Gの変異を持つヘテ
　ロ型，B－3はホモ型の変異であった（Fig．2A）．さらに，
　B家．系のIntron　4／Exon　5領域についても同様の解析を
　行ったところ，被験者のDNAは正常な酵素活性を持つ
　CYP2C19の塩基配列と一致し．ていることが認められた9）
，　（Fiぎ2B）．
　　　Moraisら8）やRomkesら10）1こより，　CYP2C19には既
　にIn1とm2の2種類の変異が確認されている．　m2変異
　はCYP2C19のExon　4の末端部にあるGGATCC
　（1％．吻HI制．限酵素認識部位）での塩基置換による．正常
　なExon　4　DNAは，．βα窺H　Iにより切断されるが変異型
　のExonを持っている場合には，制限酵素の認識部位のト
　リプトファンコドン（TGG）がOPA（．終止）コドン
　（TGA）に変異したため，」％〃zH　Iでは切断されない9）．
　m2変異が生じると，正常なC．YP2C19（490アミノ酸）
　より短いタンパク（211アミノ酸）が合成されて酵素活性
　を示さない．また，Intron　4／Exon　5領域の塩基配．列には，
　S〃zα1制限酵素で切断されるCCCGGG配列が存在してい
　る8・10）．このS〃¢α1制限酵素認識部位で変異が起こりCC－
　CGGGがCCCAGG．に塩基置換したのがm1変異であ
る8・10）．m1変異は，新しいAG配列がスプライスサイト
として認識され，正常なExon　5（59アミノ酸）より13
アミノ酸残基短いExon　5（46アミノ酸）を構成する8・10）．．
m1変異はm2変異と同様に酵素活性に影響を及ぼす．こ
れらの知見から，A家系ではm1変異，　B家系はm2変異
によるCYP2C19酵素の低活性の影響が現われ．るものと考
える．
　Fig．3には2家族10名の遺伝的多型を解析した家系内
検索図 示した．A家系では，　m1変異が3世代にわたっ
て維持され遺伝していた．一方，B家系．では子供がm2変
異を両親から受け継いだことが認められた．
　一般に，CYP．2C！9の酵素活性はメフェニトインの水酸
化活性能に基づいて判定されるが，本酵素が代謝に関与す
る医薬品の数は年々増加している．さらに，医薬品の副作
用とは反対に， YP2C19により代謝さ．れて，初めて薬効
を示す場合がある．例えば，抗マラリア剤アルテミシンは
CYP2C19により代謝活性化されて抗マラリア作用を示
す”）．また，最近では，CYP2C19の代謝能と胃ガン等の
発生リスクとの関連性が指摘されるようになった12－15）．
CYP2C19の酵素活性が著しく減少する可能性がある変異
を持つ家系では，今後の生活習慣の変化によっては本酵素
の活性能の有無が疾患治療上重要な問題となる可能性が推
察される12－15）．
　終わりに臨み，本研究は平成8～10年度北海道立衛生
研究所・遺伝子工学導入特別研究費により実施されたこと
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（1）
A：［CYP2C　19－exon　4］
A－1［wlw］　A－2［wlw］
A」3［w！w］ A－4［w／w］
A－5［wlw］　A－6［w／m2］
　B：［CYP2C19－exon　4］
B－1［wlm2］　B－2［wlm2］
　　　講　騰
B－3［m2／m2］
A－7［w／w］
（2）
A：［CYP2C19－intron　4！exon　5］
　A－1［ml／m1］　A－2［m1！m1］
B：［CYP2－intron　4／exon　5］
　B－1［w／w］　B－2［w／w］
A－3［m1／m1］　A－4［m1！m1］
A－5［
A－7［m1／m1］
m1］
B－3［w／w］
w：wild　type
m1：ml　mutation
m2：皿2　hlutation
Fig．3　Familial　Pedigree　of　m2　Type（1）and　ml　Type（2）Mutations　of　Cyto・
　　　　　chrome　P4502C19（CYP2C19）Gene
Family　A＝A－1，　A－2，　A－3，　A－4，　A－5，　A－6，　A－7．　Family　B：B－1，　B－2，　B－3．　Shaded　and　filled
symboles　indic．ate　hetero　type　and　homo　type，　respectiVely．　Square　symbols；males（A－2，　A－
4，A－6，　B－2），　Round　symbols：females（A－1，　A－3，　A－5，　A－7，　B－1，　B－3）．
を付記する．
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